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テンペイの抗酸化性有効物質の検索
杉本温 美 ・村 田希久
Studies on the Antioxidative Factors in Tempeh 
By YOSHIMI SUGIMOTO AND KIKU MURATA 
序 論
Tempehとは大豆にくものすかび (Rhizopus菌)を
はやしたいわば日本の豆ζ うじのようなもので，インド
ネシア特有の発酵大豆食品である。 Tempehは未発酵
大豆IC比較して栄養怖が高し また食品としての保存性
がよく，長j担保存後も脂質の過酸化物価ーは上昇しない。
既IC，TempehのアルコーJレ抽出液から抗酸化性物質
として，6.7.4'-Trihydroxy-isoflavone1) (Factor 2) 
が分離されており，溶血テスト2)並びにリノーJレ酸ナト
リウムを基質としてワーノレフソレクポ検圧計を用いる酸素吸
収テストおにおいて抗酸化カを示す乙とが認められてい
るが， Factor2は大豆油への添加試験では抗酸化効果
は認められなかったが。これは Factor2の油IL対する
溶解度が小さいためと考えられるので Tempehには油
にとける Factor2以外の未知の抗酸化性物質があるも
のと予想される。南引は，加熱及び発酵によって生成さ
れると考えられる物質のうち，油』ζ対する抗酸化性の知
られているクエン駿とレダクトンについて研究を進めた
が，いずれも Tempeh池中の抗酸化性物質として働く
とは考えられないと報告している。
そこで，著者らはこれらの点を考慮し，Tempeh油か
ら50%エタノールを用いて有効物質の検索を試み検討し
fこ。
その結果， Tempeh泊中の有効物質は，乙の抽出法
により白濁の乳化j留にきた。之を更に水抽出し，乙れに
5倍盈のアセトンを添加するζ とによって沈澱する。乙
の物質は 260mμ付近に吸収極大を有する Emmerie-
Engel反応、陽性の物質であることがわかった。
以下実験方法と結果について報告する。
実験方法
1. 実験材料
Tempehの作成は， 大豆(鶴の子)を用いて， 表1
のようにおこなった。
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表， Tempehの作り方
(1) Production of Inoculum 
raw dry soybeans size-graded 
boiled LOInkl in 3volume of o m acetic aω 
↓ 
hulled and milled in mixer 
↓ 
mixed with potato culture (potato culture 3 : 
soybean paste 1) 
↓ 
sterilized 20 min 120'C in Fernbach Roux flask 
inoculaied with仰 eculture of Rh叫 usOligo-
sporus 
↓ 
incubated for 6 days at 37'C 
↓ 
lyophilized 
↓ 
pulverized in sterile mixer 
↓ 
stored in deep-freezer 
(2) Production of Tempeh 
raw dry soybeans size-graded 
↓ 
boiled for 60 min in 3 volume of O. 2596 acetic acid 
↓ 
drained and hulled 
↓ 
cut grains (about size of %) 
↓ 
boiled for 60 min in 3 volume of 0.2596 acetic acid 
↓ 
drained and cooled to 37'C 
↓ 
mixed with 0.3% mold inoculum 
↓ 
spread on a polyethylene sheet (small pin holes 
every 5 cm) 
↓ 
put on a metal tray (20X40X3 cm， 2 mm mesh) 
↓ 
incubated for 40 hours at 379: 
↓ 
lyophilized 
↓ 
pulverized in sterile mixer 
↓ 
stored in deep-freezer 
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加熱大豆の作成は，Tempehの場合と同様にし
て行なうが，発酵過程をのぞく。
2. Ternpehおよび加熱大豆続料油の抽出法
.-・、
t二~ ~Tem附 Oil m削p.)
x，-x J 
1:::ご~:1 Ur附 rm問附1砲e引n川?叶t.d ，~ _， St附oぽr凶 0ωt 66ぴ.b Tempeh粉末，加熱大豆粉末からの有効物質を
含む油の抽出はパッチ法によった。即ち，粉末試
料に5倍量の有機溶剤jを加え，時々振りながら2
時間放置し， 上澄をP過する。
POV I~:ど仁仁仁二ご二...プ
(佃meq/ν/k勾g)川I 乙~Soy with H 
残査に更に5倍量の有機浴剤を加え，同様に処
理してP液を合わせ，Rotary-evaporatorで減圧
濃縮して完全に有機溶媒を除き油を得た。之を
Tempeh油もしくは加熱大豆油とする。
3. Ternpeh;1自の抗酸化力測定
① 過酸化物価法
過酸化物価の測定は，Wheeler法の改良法引に
よっておこなった。
② リノール酸の酸素吸収法
ワールフツレグ検圧計を用いて，酸素吸収法によ
り測定した。反応条件は，松下らわの方法fC準じ
反応温度370，pH7.4，ガス膝は空気とした。反応、
液の組成及び濃度を表2fと示す。
表 2反応液の組成及び濃度
Compart…1 Reagents IV伽 me
Main Phosphate Bu-/1p10H -1Mj l ffer ¥oH7 4 1.01ll 
Compartment Sample ( 0.1)ホ
Side Arm Na Linoleate(2X10-2M) 1.0 
Center Well 20% KOH 0.2 
Total 2.2 
本 Solventwas evaporated under vacuum after 
sample was added to main compartment 
実験結果及び考察
1. 抽出浴剤の検討結果
Tempeh粉末，加熱大豆粉末より種々の溶剤jを用いて
油を抽出し，60。に保存して過酸化物価を測定した。
図11とみられるように Tempehのヘキサン :アル
コール (2: 1)抽出，石油エーテノレ摘出，ヘキサン抽
出油は何れも，対照の加熱大豆各抽出油よりも保存性が
高かった。
しかし，アルコール抽出泊では， 21日までの保存テス
200~ 
J‘ 
100 
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H : Hexane 
A Alcohol 
(days) 
HA : Hexane 2 : Alcohol 1 
Pet : Peteroleum ether 
図 1 抽出溶媒を変えた場合の Tempeh油及び加熱大
豆油の保存テスト
トにおいて， Tempeh油と加熱大豆油の聞に大きな差
がみられなかった。
したがって，安定性において差が大きく，しかも安定
性の高いヘキサン・アルコール (2: 1)抽出 Tempeh
油を用いて有効物質の検索をすすめる ζとにした。
2. 有効物質の摘出
① 50%エタノーJレ抽出乳化層濃縮部の添加試験
Tempeh油2091ζ同量の 50%エタノールを加えてよ
く振ったのち，白濁の乳化腐と油層(以後処理油とす
る)にわける。乳化層ならびに油層をそれぞれ濃縮し，
完全に・溶媒を除く。
得た乳化濃縮物は，原油1009当り， 2.69であった。
乙れらについて， 次iζ示すように保存テストをおとなっ
た。すなわち，50.t容遠沈管に加熱大豆油及び処理油を
各49ずっとり，とれに手し化層滋縮物を原油相当量添加
し， 60。に保存した。
保存中の過駿化物価の測定結果を図21(，又，ワー ノレ
フケレグ検圧計による測定結果を図3に示す。乙の結果，
白濁の乳化閣にかなり活性のある乙とがわかる。また，
処理油は33日までの保存テス トにおいて， Tempeh油
との閣に大きな差がみられなかった。乙れは，505ぢエタ
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POV 
(m叫 g)I X-XT，的関hoil ・-Unferrn凹 ledoil 
。一。. 十ExItOCl凶仰門 with50 % alc. 
100 
51町ed0160・c
1'3 23 
図 2 乳化層濃縮物添加油の保存テスト
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図 3 リノー ノレ酸の02吸収量に対する乳化庖濃縮物の
抗菌費化性テスト
ノールによる有効物質の抽出が充分でなかったためによ
るかと考えられる。
② TLC函分添加試験
Tempeh油409を同置の5096エタノールで3回抽出
? ?
し，白濁の乳化屑と油層をそれぞれ集めて減圧下で濃縮
して完全に溶媒を除去し，前項のように乳化層濃縮物と
処理油に分けた。
得た乳化局濃縮物は原油1009当り 3.859であった。
!l1C，乳化層減給物を995ぢエタノーJレ可溶部と不溶部fL
分けた。 エタ/ーjレ不溶部は， 7.K!ζ易溶であった。 エタ
ノー Jレ可溶部については更に TLC8l (展開剤，ベンゼ
ン)にかけ，その原点区分， Rf 0.4区分，その他の区分
1:わけ，それぞれアルコーノレで抽出し，濃縮して，加熱
大豆油及び処理油に添加した。
すなわち，加熱大豆油及び処理油を5O.lJt容遠沈管に3
fとり，とれにエタノーノレ可溶部は原油の1.3倍相当量，
エタノール不添部(水可溶部)は3倍相当量，TLC に
かけた原点区分，Rf 0.4区分，その他の区分はそれぞれ
原油相当量を添加し， 60。に保存して過酸化物価を測定
した。(図4，図的
乙れらの結果，処理油は， 15日までの保存テストにお
いてかなり POVが上昇し， Tempeh泊との聞に大き
な差を示した。 エタノーJレ可溶部， エタノーJレ不溶部
(7.k可溶部)は，共1:，加熱大豆油の添加において効力
を示した。しかし， TLCで分画した原点区分， Rf 0.4 
区分，その他の区分を加熱大豆油に添加することによっ
てむしろ大豆油のPOVを上昇せしめた (15日目のPOV，
80 r X Tempeh oil 
POV 1.& Soybe∞oil Stored at 60.c 
a・ "T Il 
(meqjkg) ~ 0 φ+ w 
A ク+Origin froClion 。fAby rLC 
50 
J←一一←4ト一一一一 一-x
3 8 15 ( doys) 
A = Alc.印刷blefroclion of extrocted porr wilh 50% olc 
W :Wo憎rsoluble (roctlon extrocted po門 wilh50%olc
図 4 TLCからの各画分の抗酸化テス ト(基質，加熱
大豆油)
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図 5 TLCからの各商分の抗酸化テス ト(基質，
Ternpeh処理油)
Rf 0.4区分添加の時365rneq/kg，その他の区分添加の
時172rneq/kg)。
しかし，第5凶にみられるように，処理油への原点区
分，RfO.4区分，その他の区分の添加は，油の保存性を
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高めた。原点区分，Rf 0.4区分，その他の区分が加熱大
豆油lζ対し効力を示めさなかqたのに，処理油への添加
では効力を示したのは，おそらく， 処理油中のある部分
との相剰効果によるのではないかと推定される。
以上の絡果から， Ternpeh池中の新しい有効物質
は， Tempehのヘキサン・アルコーJレ(2: 1)拍出
泊を50%エタノーJレで振還した際，白濁の乳化層iζ移行
し，比較的，エタノーJレおよび水に可溶の物質である ζ
とがわかった。
3. 有効物質の検出
Tempeh油から表3に示すような方法で，残査2，
アセ トン可溶部，アセトン洗澱郎に分離し，それらの乾
燥物についてワー ルフツレグ検圧計を用いてその活性を測
定した。乙の時の活性をR.M. Quencerらの方法制に準
じて表わすと表41ζ示すようになる。
また，50!'l容の三角フラスコlζ加熱大豆油 2gをと
り，残査2をエタノーJレに，アセトン沈澱，アセト ン可
溶部を水に溶解して，それぞれ15ぢ，0.1労となるよう
に添加し， 減圧デシケーター中で溶媒を完全に除去し
て，ω。保存中の過酸化物価を測定した結果を図61ζ示
す。更に展開熔媒としてBuOH:AcOH: H20= 4 : 1 
1， BuOH: EtOH: Borate buffer= 1 : 1 : 1， 
25%アルコー ルを用いてペーパークロ7 トグラフィーを
表 3 Tempeh油からの有効物質の分離法
Powdered Tempeh : 
↓extracted with 5 vol of Hexane2 : Alc1伽 2times 
concentrated 
Tempeh Oil 50g 
↓ωacted with the same叫ぱ叩例 lc 伽 3times 
I Extracted Part (ernulsion~ I (組 8時)*
I concen凶凶
|偲tractedw地 Pet 拙釘
??????????????????
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? ???????
??? ? ???
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?
?
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?
?
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?
?
? ?
?
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?
?
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?
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?
?
?
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?
ー ?
??
?
?
??
?
??
????
Extracted Fraction 
added 5 vol of acetone 
他) I 
IAceto明白川 Fractionl
(143. 4mg) * 
* Data in p唖renthesesare weight in dry matter. 
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表 4 有効画分のワーJレプJレグ検圧法による活性比較
Fractions I Pote町 (min)*
Control I 15 
Acetone Soluble Fraction (8) I 95 
Residue 2 
Acetone Precipitate 
仏)
(C) 
150 
171 
* Potency Tir.，e (min) by which oxygen uptake 
reaches to 20μ.e (when 2mg of dry matter 
was added.) 
POV ドー・ $oyOil 
(meq/kg)日三i;l+C 
レ-~ . )十 870 [0-.0 • J ' -
4-A 'i 十A
Stored ot 60'c 
50 
30 
Control . 
ム
/ 
rペス全
10 
。 2 5 
A -Resldue 2 
B : Acetone Soluble Froctlon 
C. A偲tonePrecipitate 
t I%C 
自
1 doys) 
図6有効画分添加加熱大豆油の保存テスト
行なった。その結果を表51と示す。
第 5表にみられるように，残査2のRfO. 82 (BuOH : 
EtOH : Borate buffer= 1 1: 1展開)及び.RfO~ 
0.06 (2596アルコール展開)物質は，Factor 2かと考え
られたが，そのFeCI3反応、の色がFactor2の場合と異な
り褐色を示した(Factor2はネズミ色)。池畑らの報告1>
によると GenisteinのRfは.0.86 (Bu OH: EtOH: 
Borate buff色r=l: 1 : 1展開)およびo(25~ぢアルコー
ル展開)であるから，残査には Factor2や Genistein
が含まれているものと恩われる (TempehiriJ中の Factor
2の盈は.Genisteinのそれと比べるとはるかに少ない
から，両者が共存すればColour反応は.Genisteinの性
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表 5有効函分のペーパークロ 7 トグラ フィー
Detection 
Rf 
F1110ve|lFeel i | el rescencel .' "'-'13 I Eng 
0.83 + ー
A O. 76 + + 
0.06 + 
BuOH: 
0.81 + + + 
AcOH: B 
H20 
0.62 十
=4:1:1 0.80 + 十
C 0.17 + 土 + 
0.04 + + 
Factor 2 0.83 + 士
A 0.82 + + + 
BuOH: 
0.61 + 十 十
EtOH: B 
0.36 + + + 
Borate 
0.62 「ー + + 
buffer C 
=1:1:1 
0.15 + + 
Factor 2 O. 72 十 + 
A 0~0.06 + + + 
0.80 + 十 + 
B 
25 96 0.66 + + + 
EtOH 0.81 土 + 
C 
O. 71 + + + 
Factor 2 0~0.08 + + 
A=Residue 2 B=Acetone Soluble Fraction 
C=Acetone Precipitate 
質を示すだろう)。
アセトン沈澱部は，展開剤BuOH:AcOH : H20= 4 : 
1: 1においてRfO.17を示し.Emmerie-Engel反応は
他のものとは異なり，鮮やかなピンク色を示めした。
表4にみられる抗酸化活性はアセトン沈澱部において
一番つよし続いて残査2，アセトン可溶部の)1良であっ
た。600保存中の過酸化物価測定の結果，残査2は加熱
大豆油lζ対して効果を示していないのに，ワー ノレプノレグ
検圧j去によって強い活性を示したのは，ペーパークロ7
トグラフィーの結果から明らかなように，残査2Kは
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Factor 2や Genisteinが含まれているためによるもの
と推定される。
アセトン沈澱部は加熱大豆油lζ対して1%，0.1%添 0、3
加とも効果があり，アセトン可溶部は1%添加によって
かなり効果があったが，0.196では効果がなかったから，
アセトン沈澱部と比べるとかなりがJ力が弱いと考えられ
る。
以上のととから，アセトン沈澱銘lとは， Factor 2以
外の有効物質がもっとも多く存在すると考ーえられるか
ら，アセトン沈澱部について更に検討した。
アセトンt澱部について，BuOH AcOH H20 
=4:1 1を展開溶媒としてペーパー クロマトグラ
フィーを行ない， ペーパーを Rf0.04回分， Rf 0.17 
1由j分， Rf 0.80画分，その他の部分にわけ (Emmerie-
Engel反応により識別した)50% エタノーJレで抽出し
て，各国!分の活性をワーJレフツレクー 検圧i法によって測定し
た。その結采を図?に示す。 Rf0.04画分，Rf 0.17函分
ともに活性のあるととがわかったので， これら両函分
の 21O~350m/' における紫外部吸収スペクト Jレを求めた
結:県(図.8)両繭分とも， 260mμ 付近に吸収極大を有・
する乙とがわかった。
150 
民一-xControl 
。←-0RfO.04 Fraction 
• -. Rf 0.17 " 
‘ 一~... R f 0.80 ク
@~ Other 
? ? ? ? ?
~IOO 
ミ
δ50 
60 180 240 120 
Time (min) 
図 7アセトン沈澱部のクロ7 トグラム抽出物の活性
要 約
Tempeh泊I中の新らしい未知のtJC!j変化t有効物質の
検出と濃縮を行なった結来，次のようなことがわかっ
>. 0.2 
例
c 
@ 。
。
o 
』a. 
o 0、l
300 350 
W晶'I!lenglh(ケり
図 8 アセトン沈澱部のクロマトグラム抽出物の紫外部
吸収曲線
210 250 
fこ。
1)有効物質は， Tempeh粉末からアJレコー )V，ヘキ
サン :アノレコール (2: 1)で抗lJ出されやすく， 石油エ
テーノレ，ヘキサンでは抽出されにくい。
2)アルコーJレ:ヘキサン (2: 1)抽出 Tempeh油
を50Sぢアルコール抽出すると，有効物質は白濁の乳化屈
に多く移行する。
3)白濁の乳化層を石油エーテルで処理して油分を除
き，その残査を水で抽出した庖からアセトンで沈澱する
部分lと抗酸化性の有効物質が多いととがわかった。
4)本有効物質は，エタノーJレおよび水lζ易溶である。
5)本物質は Emmerie-Engel反応陽性であり，ペー
ノマークロマトグラフィーによると Rf0.04両分， Rf 0.17 
個分 (BuOH: AcOH : H20= 4 1: 1)にくる。
乙の Rf0.04函分， Rf 0.17回分のアノレコール抽出液の
紫外部吸収スペク卜 Jレによると， 260mμ 付近に吸収極
火を有するととがわかった。
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6切(19臼)
STUDIES ON THE ANTIOXIDATIVE FACTORS IN TEMPEH 
For the purpose l)f finding new antioxidative factors in tempeh， fermented soybeans， investigation 
was made for detecting and concentrating the active new fraction， which protects oxidation of oil， from 
tempeh powder. 
The following results were obtained: 1) Hexane 2: ethylalcohol 1 was most efficient among several 
solvents investigated to extract tempeh oil containing antioxidants. 2) The antioxidative factors were 
concentrated in the emulsified fraction obtained after treating tempeh oil (extracted with hexane: 
alcohol) with 50% alcohol. 3) The precipitate， which has the antioxidant activity， was obtained from 
about 80% acetone solution of the water layer extracted from the emulsified fraction after removing oil 
with petroleum ether. 4) The active fraction was ethanol soluble and also water soluble. The fraction 
was positive for Emmerie-Engel Reaction. 5) Fraction of Rf 0.04 and 0.17 with the paper partition 
chromatography (butanoI4: acetic acid 1 : water 1) were both active to prevent the oxidation of oil. The 
UV maximum of the 0.04 and 0.17 fractions extracted with ethanol was 260 mμ. 
( 1， ) 
